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Abstract of DE1 9542837 

Pharmaceutical compsn. is in the form of microparticles consisting of a polymeric matrix contg. an 
active ingredient (I) and additive (A). The matrix is an ABA triblock copolymer in which the A block is a 
lactic/glycolic acid copolymer and the B block is polyethylene glycol (PEG) chain. (I) is an aggregation- 
sensitive polypeptide and (A) is at least one of serum proteins, polyamino acids, cyclodextrins (or their 
derivs), saccharides, aminosaccharides, amino acids, detergents or carboxylic acids. 
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@) Polypeptid-enthaltende pharmazeutische Darreichungsformen in Form von Mikropartikeln und Verfahren zu 
deren Herstellung 

@ Die Erfindung betrifft Polypeptid-enthaltende parenterale 
pharmazeutische Darreichungsformen in Form von Mikro- 
partikeln und Verfahren zu deren Herstellung. Erfindungsge- 
maS enthalten die Mikropartikel als bioabbaubares Polymer 
ein ABA-Trlblock- Copolymer, dessen A-Block ein Copolymer 
aus Milch- und GlykoJsaure ist und dessen B-Block eine 
Polyethylenglykol-Kette darstellt, zusammen mit Zuschlag- 
stoffen, die ausgewahit sind aus der Gruppe Serumproteine, 
Polyaminosauren, Cyclodextrine; Cyclodextrinderivate; Sac- 
charide; Aminozucker; Aminosauren; Detergenzien oder 
Carbonsauren sowie Gemische dieser Zuschlagstoffe. 
Die erfindungsgemaSen Mikropartikel setzen auch bei Ein- 
schluB geringer bzw. aggregationsempfindiicher Polypeptid- 
mengen das Polypeptid uber einen langeren Zeitraum konti- 
■ nuierlich frei. 
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Besdbrdlbung 

Gegenstand der vorliegenden ErHndung sind parenterale pharmazeutische Darreidiungsfonnen in Form von 
Mikiopartikeln (MP) zur kontroUierten Freisetzung von Polypeptiden und Verfafaren zur Herstellung dieser 
5 MikropartikeL 

Durch das schnelle Fortschreiten der Entwicklung in der Biotechnologie stehen eine Vielzahl von bioaktiven 
Makromolekulen in ausreichender Menge zur klinischen Anwendung zur Verfiigung. Bedingt durch ihre Stnik- 
tur werden sie im Magen-Darm-Trakt hydrolytisch gespalten und konnen daher nur parenteral verabreicht 
werden. Wegen ihrer kurzen Halbwertszeit ist die Entwicklung von parenteralen Depotsystemen sinnvoll, um 

10 die Injektionshaufigkeit zu reduzieren und konstante Blutspiegel zu erreichen. 

Es werden in der Fach- und Patentliteratur eine Reihe von Depotsystemen, insbesondere mikropartikulare 
Systeme, beschrieben, um physiologisch aktive Substanzen nach parenteraler Applikation uber einen langeren 
Zeitraum hinweg mdgjichst konstant f reizusetzen. Dabei ist anzumerken, daB Proteine im Vergleich zu nieder- 
molekularen Substanzen aufgrund ihrer komplexen Struktur, ihres hohen Molekdargewichtes und dem — 

15 bedingt durch ihre hohe biologische Wirksamkeit — geringen erforderlichen Beladungsgrad einige Resonder- 
heiten aufweisen, die eine erfolgreiche Mikroverkapselung erschweren. So kann je nach Art der eingesetzten 
Mikroverkapselungsmethode die Proteinstabilitat negativ beeinfluBt werden und die Freigabe nicht optimal 
bzw. rait unbefriedigendem Freigabeprofil erfolgen. Das Freigabeverhalten wird einerseits durch das hohe 
M olekulargewicht und die hydrophiie Struktur, andererseits aber auch durch Stabilitatsprobleme (u. a. Aggrega- 

20 tion) des Proteins und dem niedrigen Beladungsgrad beeinfluBt 

Eine der wichtigsten Herstellungsmethoden fur Mikropartikel, wie zum Beispiei Mikrokapseln oder Mikroku- 
geln, ist das sogenamite Tripelemulsionsverfahren'^ das auch bereits zur Mikroverkapselung von Proteinen 
Anwendung gefunden hat Grundsitzlich wird bei dieser auch als W/O/W-Technik bezeichneten Methode der 
Wirkstoff in einer waBrigen Ldsung geldst bzw. suspenctiert, und diese w^Brige Ldsung mit einer das Polymer 

25 enthaltenden "oligen Losung aus einem organischen, nicht mit Wasser misdibaren Ldsungsmittel zu einer 
W/O-Emulsion homogenisiert Diese W/O-Emulsion wird in eine waBrige Stabilisator-haltige Losung (auBere 
waBrige Phase) dispergiert, so daB eine Emulsion mit drei Phasen (Tripelemulsion) entsteht Mittels verschiede- 
ner Techniken wird daon die Verdunstung des Ldsungsmittels und damit eine Aushartung der Mikropardkel 
erreicht Die geharteten Mikropartikel werden durch Zentrifugieren und/oder Filtrieren gesammelt und nach 

30 Waschen mit Wasser oder geeigneten waBrigen Losungen und durch Lyophilisation oder Vakuumtrocknung bei 
Raumtemperatur getrocknet Als Polymere werden in der Regel Polymere aus Milchsaure (LA = lactid acid) 
und Glykolsaure (GA = glycolic acid) oder deren Copolymere (PLGA) mit Molekulargewichten zwischen 2.000 
und lOOXXK) und einem Verhaitnis von MilchsaureK]rIykoIsaure zwischen 100 : 0 bis 50 : 50 eingesetzt 
Als problematisch kann sich bei der Anwendung des Tripelenuilsionsverfahrens der Restldsungsmittelgehalt 

35 in den Mikropartikebi erweisen (R. Jalil und J.R. Nbcon, J. Microencapsulation 7 (3), 1990, S. 297-325), da das als 
Polymerlosungsmittel am haufigsten verwendete Dichlormethan aus toxikologischer Sicht bedenklich erschemt 
Aber auch aufgrund einer moglichen Beeinflussung der Polymer-Eigenschaften und der Wirkstoffstabilit&t m der 
Polymermatrix soUte der Restldsungsmittelgehalt mdglichst gering sein. 
Die Herstellung von Mikrokapseln mit Hilf e des Tripelemulsionsverfahrens wird z. B. in der eiux)paischen 

40 Patentanmeldung EP 0 145 240 (Takeda) offenbart, wobei dort die innere waBrige Phase eine Viskositat von 
mindestens 5.000 mPas besitzt bzw. vollig verf estigt ist Die Erhahung der Viskositat erfolgt durch Hilf sstoff e wie 
Gelatine, humanes Serumalbumin, Globulin, Casein, Ck>llagen und Polyaminosauren. In Anwendungsbeispielen 
wild die Mikroverkapselung vony-Interferon bzw. Heparin beschrieben. 
In der Patentschrift EP 0 190 833 (Takeda) wird das gleiche Hersteliungsverfahren beschrieben, nur ist hier die 

45 Viskositat der W/O-Emulsion auf einen Wert zwischen 150—10.000 mPas einzustellen. Dies geschieht durch 
Variation der Polymer-Konzentration (PLGA 100/0—50/50) and dem Zusatz von naturlichen oder syntheti- 
schen hochmolekularen Verbindungen, wie z. B. Protemen, Kohlenhydraten (Cellulose, Dextrin, Pektin, Starke, 
Agar), Polyvinylverbindungen, Polycarbonsauren oder Polyethylenverbindungen in die waBrige Phase. Dadurch 
soli eine stark verminderte Aggregations- und Kohasionsneigung der Mikropartikel wahrend der Herstellung 

50 erreicht werden. In einem Anwendungsbeispiel wird Interferon alpha verkapselt 

In EP 0442 671 (Takeda) werden bezuglich Aggregationsverhaiten, spharischer Gestah der Mikropartikel 
und mdglicher Zusatze ahnliche Angaben wie in EP 0 190 833 gemacht ''Arzneistoff-zuruckhaltende Substan- 
zen" sind gemaB Patentschrift nicht unbedingt erforderlich. Die in der Beschreibung naher eriauterten und 
konkret off enbarten Beispiele betreffen das kurzkettige uikI relativ stabile Peptid TAP144, das ein LHRH-Ana- 

55 logon darstellt 

Auch in der Fachliteratur sind Beispiele fur die Mikroverkapselung von Peptiden bzw. Proteinen mit Hilf e der 
W/O/W-Technik publiziert 

So beschreiben Ogawa et aL, Chem. Pharm. Bull 1988, VoL 36, Nr. 3, S. 1 095— 1 103 die Mikroverkapselung von 
Leuprorelinacetat einem Peptid, unter der Verwendung von PLA (Polymer aus Milchsaure) und PLGA und 
60 gehen auch auf das Freisetzimgsverhalten des Peptids ein. 

Cohen et aL, Phannaceutical Reseach 1991, VoL 8, Nr. 6, S. 713 verkapselten FITC-Meerrettich-Peroxidase und 
FTTC-B SA in PLGA-Mikropartikeln mit einem Molekulargewicht von 14.000 oder weniger und einem Anteil 
Milchsaure/GlykolsSure von 75/25 und fanden sowohl eine Unversehrtheit des Proteins BSA als auch einen 
Erhalt der Enzym-Aktivitat Jeffery H. et aL Pharmaceutical Research 1993, VoL 10 Nr. 3, S. 362 benutzten 
65 Ovalbumin als Kemmaterial und konnten ebenfalls die Unversehrtheit des verkapselten Proteins zeigen. M. S. 
Hora et al, Biotechnology 1990, VoL 8, S. 755 verwendeten Interleukin-2 und modifizierte Formen davon als 
Kemmaterial und untersuchten das Freisetzungsverhalten von PLGA-Mikropartikeln, die humanes Serumalbu- 
min als Exzipiens enthielten. 
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Femer beschreiben Youxin L. et al. im Journal of Controlled Release 3^ (1994)121 — 128 Depotformen aus 
ABA-Triblock-Copolymeren (MW: 15 000—40 000), deren A-Block ein Copolymer aus Milch- und Glykolsaure 
ist und deren B-BIock eine Polyethylengiykol-Kette (PEG) darstellt Sie stellten fest, daS diese Mikropartikel das 
fur Aggregation reiativ unempfindliche bovine Serumalbumin, das als Modellprotein bei hohem Beladungsgrad 
(ca. 3—4% w/w) eingesetzt wurde, schneli und kontinuierlich uber 2—3 Wochen freisetzen (Polymerzusammen- 5 
setzung LA :GA : PEG=48 : 14 :38 [Mol%]). Die im Stand der Technik zur Herstellung von Mikrokapsein 
bisher haufig verwendeten PLGA-Polymere weisen aufgrund ihres hydrophoben Charakters als entscheidenden 
Nachteil eine geringe Quellfahigkeit auf, wodurch der Wassereintritt in das Innere der Depotform nur langsam 
erfolgen kann* Dadurch ist eine Diffusion der Proteinmolekule durch die Polymerschichten nur erschwert 
moglich, was eine unbefriedigende Freisetzungsrate zur Folge hat Dies ist insbesondere beim EinschluB sehr lo 
geringer Polypeptidmengen, d. L bei niedrigem Beladungsgrad, in die Mikropartikel der FalL AuBerdem bewirkt 
die langsame Wasseraufnahme eine hohe lokale Proteinkonzentration, bezogen auf die verfugbare Wassermen- 
ge, wodurch eine Bildung von hochmolekularen Proteinaggregaten gefordert wird Diese konnen wiederum 
wegen ihres hohen Molekulargewichtes nicht mehr freigesetzt werden- Eine therapeutisch zuverlassige Dosie- 
rung des Wfrkstoffes ist daim nicht mehr gewahrleistet Femer kann es bedingt diu"ch den hohen Anteil der is 
Proteinaggregate zu unerwOnschten immunologischen Reaktionen konunea Nur sehr stabile Proteine mit 
reiativ hohen Beladungsgraden von beispieisweise mehr als 5% kdnnen mit akzeptabler Rate und ohne Bildung 
von Aggregaten iiber einen l§ngeren Zeitraum hinweg freigesetzt werden. 

Es zeigte sich femer, daB auch hydrophile ABA-Triblock-Copolymere eine kontinuierliche Freisetzung von 
Polypeptiden fiber einen Zeitraum von zwei Wochen dann nicht gewahrieisten konnen, wenn der Polypeptidge- 20 
halt in den Mikropartikeln sehr gering ist, d h. wenn der Beladungsgrad niedrig ist Ein niedriger Beladungsgrad 
liegt dann vor, wenn nur geringe Polypeptidmengen Im Polymer eingeschlossen sind Ein ahnliches nachteiliges 
Verhalten in der Freisetzung ist festzustellen, wenn aggregationsempfindliche Polypeptide verwendet werden. 
In (tiesen Fillen werden auc£ mit dem hydrophilen ABA-Triblock-Copoiymer eine verstarkte Ag^egatbildung 
und inakzeptable Freisetzungszeitriume von weniger als zwei Wochen beobachtet Dies fuhrt insgesamt zu 25 
unbefriedigenden Freigaberaten des Whrkstoffes aus dem Polymer. 

Aufgabe der Erfindimg war es, Polypepdd-enthaltende Mikropartikel herzustellen, in denen die Aggregation 
des Wirkstoffes auch fur aggregationsempfindliche Polypeptide moglichst gering gehalten bzw. weitgehend 
vermieden werden soil, und so das Polypeptid in einer moglichst unversehrten Form in den Mikropardkeb 
enthalten ist Die Mikropartikel sollen eine kontinuierliche Freisetzung der Polypeptide fiber einen Zeitraum 30 
von mindestens zwei Wochen gewahrieisten. Dies sollte vor allem bei solchen Milaropartikeln erzielt werden, die 
einen niedrigen Beladungsgrad an Wirkstoff aufweisea Insbesondere sollten diese Freisetzungszeitraume fur 
geringe Polypeptidmengen von bis zu etwa 3% (bezogen auf die Gesamtmikropartikehnenge) gelten. 

Daneben war es Aufgabe der Erfmdung, ein MIkroverkapselungsverfahren bereitzustellen, mit dem diese 
gewunschten Mikropartikel herstellbar sind und das einen toxikologisch unbedenklichen Restlosungsmittelge- 35 
halt uiden Mikropailikehi gewlhrleistet 

Die Aufgabe der Erfindung wird geldst durch Mikropartikel, die aus einer bioabbaubaren Polymermatrix 
bestehen, in die das Polypeptid eingebettet ist, wobei als Polymer ein ABA-Triblock-Copolymer verwendet wird, 
dessen A-Block ein Copolymer aus Milch- und Glykolsaure ist und dessen B-Block eine Polyethylenglykol-Kette 
darstellt imd die ZuscWagstoffe enthalten, die ausgewahlt sind aus der Gruppe Serumproteme, Polyaminosau- 40 
ren, Cyclodextrine; Cyciodextrinderivate, Saccharide, wie z. B. Di- und Polysaccharide, Aminozucker, Aminosau- 
ren, Detergenzien, organlsche Carbonsauren sowie Chemische dieser Zuschlagstoffe. 

Als Saccharide kommen beispieisweise die Disaccharide Trehalose, Saccharose, Maltose, in Frage. Polysac- 
charide sind beispieisweise Raffinose, Starke, Maltodextrine, Alginate oder Dextran. Ein geeigneter Aminozuk- 
ker ist beispieisweise das Chitosan. Ein bevorzugtes Cyclodextrinderivat im Sinne der Erfindung ist beispielswei- 45 
se das Beta-Hydroxypropyl-Cyclodextrin (HPCD)l Als Serumproteine kommen insbesondere Humanserumal- 
bumin und bovines Serumalbumin in Frage. 

Als organische Carbonsauren kommen aliphatische und cyclische Monocarbonsauren in Frage, beispieisweise 
Benzoesaure, Essigsaure, Propionsaure, Buttersaure, Isobuttersaure, Vaieriansaure, Acrylsaure, Crotonsaure 
sowie deren durch Hydroxygruppen substituierten Derivate, wie z. B. p-Hydroxybenzoesaure, p-Hydroxybutter- 50 
saure, Salicylsain-e Milchsaure oder Glykolsaure. Insbesondere eignet sich Benzoesaure. Die Carbonsauren 
werden im Rahmen der Herstellung der Mikropartikel im wesentlichen der organischen Phase (Polymerphase) 
zugesetzt in der das Polymer geldst oder suspendiert ist Die zugesetzte Menge an Carbonsauren bewegt sich im 
Bereidi von ]As zu 30Gew.-%, bezogen auf (fie Menge der fertigen Mikropartikel vorzugsweise bis zu 
20 Gew.-%, insbesondere 1—15 Grew.-%. Die Verwendung von Monocaiitonsauren, wie z. B. Benzoesaure, als ss 
Znschlagsto^ bewirkt uberraschenderweise eine Verbessemng der Freisetzung der Polypeptide aus den Mikro- 
partikeln. Ein durch den Zusatz von Carbonsauren zu erwartender beschleunigter Polymerabbau konnte dafoei 
im Falle der ABA-Triblock-Copolymere nicht festgestellt werden. 

Vorteilhaft im Sinne der Erfindung sind auch Gemische der zuvor genannten Zuschlagsstoffe. Beispielhaft 
seien erwahnt Gemische aus Dextranen und Poiyaminosauren, So sind z. B. Gemische aus Dextran und Poly- eo 
L-Arginin oder Dextran und Poly-L-Histidm besonders vorteilhaft in Bezug auf die Emiedrigung der Aggregat- 
bildung des Polypeptides im Mikropartikel Bevorzugt als Zuschlagstoffe sind auch Gemische aus Cydodextri- 
nen oder Cyclodextrinderivaten mit Aminosauren oder Polyaminosauren. Auch Detergenzien wie beispieisweise 
Tween 20®, Tween 80®, Pluronid* oder Miglyol® sind als Zuschlagstoffe im Sinne der Erfindung geeignet 

Als Polyaminosauren kommen sowohl die entsprechenden (D) oder (L) bzw. Poly-(DJL)-aminosauren in Frage. 65 
Besonders bevorzugt ist Polyarginin mit einem Molekulargewidit von 5.000—150.000, msbesondere 5.000 bis 
50.000, sowie Polyhistidin mit einem Molekulargewicht von 5.000— 50.000. insbesondere 15.000—50.000. 

Mit den genannten erfindun^geraaBen Zuschlagstoffen ist es moglich, den Gesamtaggregat-Anteil des Poly- 
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peptides unter 5% zu senken. 

Als Polypeptide kommen im Sinne der Erfindung physiologisch aktive Polypeptide mit einem Molekularge- 
wicht zwischen 2.000 bis 200.000, vorzugsweise von mindestens 5.000 oder 10.000, und insbesondere bis zu 
IQOJQOO, bzw. 50.000 in Frage. Solche Polypeptide sind insbesondere biologisch aktive Makromolekule, deren 
Muteine, Analoga» sowie Deletions- oder Substitutionsvarianten. Folgende Polypeptide werden beispielhaft 
erwahnt: Erythropoietin (EPOX Parathormon (PTH), G-CSF, TNF oder EGF, sowie deren durch Deletionen 
Oder Substitutionen in der Aminosaurekette ableitbaren Derivate. Weitere Polypeptide sind: Interferone (a, P, 
y-Interferon), Kolonie stimulierende Faktoren, Interleukine, Makrophagen aktivierende Faktoren, B-Zell-Fak- 
toren, T-Zell-Faktoren, Immunotoxine, Lymphotoxine, TGF, Thrombopoietin (TPO), Renin-Inhibitoren, CoUa- 
genase-Inhbitoren, EGF, Wachstumshormone, PDGF, Knochenwachstumsfaktoren, BMP (bone morphogenic 
proteins). Insulin, IGF-BP (insulin-like growth factor binding proteins), ANP (atrial natriuretic peptides^ Calcito- 
nin, FSH, LH, NGF, Glukagon, TSH (thyroid stimulating hormone^ monoklonale oder polyklonale Antikorper. 
Besonders geeignete Polypeptide sind im Sinne er vorliegenden Erfindung aggregationsempfindliche Polypepti- 
de, wie beispielsweise EPO. 

Der Polypeptidgehalt in den Mikropartikeln betragt zwischen 0,01 bis 5 Gew.-%, bezogen auf die Gesamtmi- 
kropartikeimenge. Bevorzugt betragt der Beladungsgrad Q,l— 3Gew.-%, insbesondere 0,1— 2Gew.-%, und 
bevorzugt 0,1 — 1 Gew.-%. Insbesondere konnen Mifaropartikel mit einem sehr geringen Beladungsgrad von bis 
zu 1 Gew-% hergestellt werden. Fur aggregationsempfindliche Proteine betragt der bevorzugte Beladungsgrad 
0^1_lo/(j^ 0,1— insbesondere 0,2—0,6%. Als untere Grenze kommt ein Beladungsgrad von etwa 0,01, 0,05 bzw. 
0,1 Gew.-% in Frage. Die Menge des in den Mikropartikeln enthaltenen Wirkstoffes ist abhangig von der in 
jedem Einzelfall zu bestimmenden Dosierung und der therapeutischen Breite des jeweiligen Wirkstoffes. Im 
Falle von EPO betragt die Menge an Wirkstoff etwa 10 |ig— 100 p.g pro 10 rag Mikropartikehnenge. Insbesonde- 
re werden etwa 10—70 ^g, bevorzugt 30—50 jig eingesetzt Bei einer spezifischen Aktivitat von EPO von etwa 
160.000 U/mg entspncht dies einer Dosierung von 1^— 16.000 U pro 10 mg Mikropartikelmenge (10—100 ng 
pro 10 mg Mikropartikelmenge). Bevorzugt wird die zu verabreichende Mikropartikehnenge an der gewiinsch- 
ten Dosierung von EPO (in U) f estgelegt Wenn beispielsweise der Beladungs^ad 0,4% betragt (entspncht 40 \ig 
EPO pro 10 mg Mikropartikel) und die Dosierung von EPO 20.000 U (entspncht 125 ^g EPO) betragen soil, ist 
eine Mikropartikelmenge von 31,25 mg zu verabreichen. Diese Menge entspncht emer voraussichtlichen Mo- 
natsdosis von EPO im DDS-System. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, daB die Verwendung von ABA-Triblock-Copolymeren in Kombina- 
tion mit Zuschlagstoffen eine kontinuierliche Freigabe der Polypeptide uber einen langeren Zeitraum hinweg — 
mindestens jedoch zwei Wochen — ermoglicht, und durch die Zuschlagstoffe ein erheblicher aggregationsmin- 
demder Effekt erreicht wird. ErfindungsgemaS kommen ABA-Blockpolj^ere in Frage, deren A-Block ein 
Molekulargewicht zwischen 2.000 und 150.000 besitzt, und deren B-Block ein Molekulargewicht zwischen 1.000 
und 15.000 besitzt Insbesondere weist der B-Block ein Molekulargewicht zwischen 3.000 bis 10.000 auf. Beson- 
ders bevorzugt sind ABA-Bloclq)olymere mit einem Molekulargewk^ht von 5.000—50.000 Dalton, vorzugsweise 
10.000—30.000, und einer Polydispersitat von 1,1—8,5 oder 1,1— 5A vorzugsweise 1,5—4,5 und insbesondere 
bevorzugt von 2— 4. 

Tabelle 5 gibt eine Obersicht uber die erfindungsgemaB verwendbaren ABA-Copolymere^ die sich in ihrer 
Zusammensetzung bezuglich des Laktid/Glykolid/PEG-Anteils, dem Molekulargewicht und der Polydispersitat 
unterscheiden. ErfindungsgemaB betragt der Polyethylenglykolanteil (PEG-Anteil) im Blockpolymer 20 bis 50 
Mol-%, bezogen auf die Gesamtpolymermenge, vorzugsweise 25 bis 45 Mol-%. Als besonders vorteilhaft fur die 
Freigabedauer und fur die kontinuierliche Freisetzimg des Wirkstoffes hat sich ein PEG-Anteil von 30 bis 40 
MoI-%, msbesondere 30 bis 38 Mol-%, bevorzugt 30 bis 35 Mol-% erwiesen. Bevorzugt betragt der prozentuale 
Gehalt von PEG im ABA-Blockcopolymer etwa 32 oder 33 Mol-%. 

Der prozentuale Gehalt von LA im ABA-Blockcopolymer betragt vorzugsweise 40 bis 60 Mol-%, msbesonde- 
re 45—60 Mol-%. Bevorzugt sind Molprozente von etwa 46%, 51% oder 57%. Der prozentuale Gehalt von GA 
im ABA-Blockcopolymer betragt vorzugsweise 5 bis 25%, insbesondere 10 bis 25%. Bevorzugte Prozentanga- 
ben sind etwa 11%, 16% oder 22%. 

Das Verhaltnis von Milchsaure zu Glykolsaure im Blockpolymer liegt zwischen 1 : 1 bis 5 : 1 insbesondere 
betragt es zwischen 1,5 : 1 bis 44 : 1. Besonders bevorzugt ist ein Verhaltnis LA/GA von etwa 2 : 1 bis 4 : 1. 
ErfindungsgemaB besonders bevorzugte ABA-Triblock-Copolymere sind Polymere mit einem Verhaltmsanteil 
von LA/GA = 4 : 1 und einem Polyethylenglykolgehalt von 30—38%. Insbesondere kommt ein Polymer mit 
einem Verhaltnisanteil LA : GA : PEG = 57 : 1 1 : 32; 51 : 16 : 33; 50 : 12 : 38 oder 46 : 22 : 32 m Frage. 

Die letztgenannten Polymermodifikationen bieten ein Optimum an Abbaugeschwindigkeit und PEG-Gehalt 
Ein hSherer PEG-Gehalt fuhrt zwar zu einem noch schnelleren Abbau, andererseits aber auch zu einer Ver- 
schlechterung der mechanischen Eigenschaften der Mikropartikel und moglicherweise auch zu Wechselwirkun- 
gen zwischen PEG und Polypeptid. 

Die Herstellung der ABA-Triblock-Copolymere ist bekannt und kann, wie im "Journal of Controlled Release 
27, 1993, 247 —257" beschrieben, durchgefuhrt werden. 

Oberraschend wurde gefunden, daS die erfindungsgemaBen Zuschlagsstoffe neben ihrera aggregationsmin- 
demden Effekt eine signifikante Erhohung der Freisetzungsdauer bewirken konnen, verglichen mit AB A-Mikro- 
partikehi ohne Zuschlagsstoffe. Dies gilt insbesondere fur die erfindungsgemaBen Serumproteine, die eine 
Erhohung der Frdsetzungsdauer des Polypeptids auf beispielsweise bis zu 29 Tagen hervorruf en (vgL Beispiel 4). 
Als Serumproteine werden bevorzugt bovines oder humanes Serumalbumin eingesetzt Werden die erfindungs- 
gemaBen Zuschlagsstoffe, insbesondere BSA und Beta-Hydroxypropyl-Qyclodextrin, PLGA-Mikropartikeln 
zugesetzt, so tritt ebenfalls ein aggregationsmindemder Effekt und somit eine Stabilisienmg der aggregations- 
empfindlichen Polypeptide ein. 
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Derartig lange Freisetzungszeitraume von bis 2U 29 Tagen sind von Poljpeptiden aus Mifo-opartikeln auf 
Basis von PLGA oder ABA-Triblock-Copolymeren bislang nur bd hohem Beladungsgrad bekannt jedoch nicht 
fur seiche Falle, in denen die Wirkstoffmenge in den Mikropartikein sehr gering ist, wie beispielsweise im Fall 
von EPO. Wird EPO in einem hoheren Beladungsgrad (z. B. ca. 3%) in den ABA-Mikropartikein eingeschlossen, 
wird das Protein uber 29 Tage freigesetzt (s. Tab. 4 B), Insbesondere konnte festgestellt werden, daB eine 5 
verlangerte Freisetzung erzielt wird, falls eine Monocarbonsaure, insbesondere Benzoesaure, der Polymerphase 
bei der Herstellung der Mikropartikel zugesetzt wird Dies gilt insbesondere im Fall von niederen Beladungsgra- 
den von bis zu 3%. 

Die erfindungsgemaBen Mikropartikel konnen als Zuschlagsto^e auch Aminosauren wie z. B. Arginin, Glycin, 
Lysin oder Phenylalanin, Cyclodextrine oder Cyciodextrinderivate wie z. B. Beta-Hydroxypropyl-Qyclodextrin lo 
(HPCD) enthalten. Ebenso konnen erfindungsgemSB als Zuschlagsstoffe Polyaminosauren wie B. Polyarginin 
oder Polyhistidin eingesetzt werden oder auch Gemische aus Cyclodextrinen oder Cyclodextrinderivaten mit 
Aminosauren oder Polyaminosauren wie B. HPCD mit Polyarginin. Auch Gemische aus Dextranen mit 
Cyclodextrinderivaten, z. B. mit HPCD, oder mit Cyclodextrinen finden Verwendung. Die verwendeten Dextra- 
ne besitzen ein Molekulargewfcht zwischen 20.000 und 60.000, besonders bevorzugt ist Dextran 40.000. is 

Neben den Serumproteinen werden erfindungsgemaB als Zuschlagstoffe Gemische aus Dextranen und Poly- 
arginin oder Gemische aus De:^anen und Polyhisddin besonders bevorzugt eingesetzt 

Die erfindungsgemaBen Mikropartikel enthalten die Zuschlagstoffe in einer Menge von 0^— 40Gew.-%, 
bezogen aiif <fie Gesamtmikropartikelmenge, vorzugsweise von 1—30%. Insbesondere bevorzugt sind 
1 —20 Gew.-%. Im Fall der Saccharide werden vorzugsweise Mengen von 5—15 Gew.-% eingesetzt Im Fall der 20 
Polyaminosauren betragt die Menge der Zuschlagsstoffe insbesondere 1 —5 Gew,-%. Cyclodextrin und Cyciod- 
extrinderivate werden vorzugsweise in einer Menge von 2—20 Gew.-% zugesetzt Die Menge an BSA oder 
HSA betragt bevorzugt 2—20 Gew.-% bezogen auf das Gesamtpartikelgewicht Die Menge an Carbonsauren 
betragt insbesondere bis zu 15%, bevorzugt etwa 10%. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung von Polypeptid enthaltenden Mikropartikein mit 25 
Hilfe des Tripelemulsionsverfahrens, das dadurch gekennzeichnet ist daB das bei der Herstellung der "oligen" 
bzw. organischen Phase durch Losen eines Polymers in einem organischen, nicht wassermischbaren Losungsmit- 
tel als Polymer ein ABA-Triblock-Copolymer eingesetzt wird, dessen A-Biock ein Copolymer aus Milch- und 
Glykolsaure ist und dessen B-Block eine Polyethylenglykol-Kette darstellt und dem waBrig gelosten Polypeptid, 
das in der organischen Phase emulgiert wird, Zuschlagstoffe zugesetzt werden, die ausgewahlt sind aus der 30 
Gruppe Serumproteine, Polyaminosauren, Cyclodextriaie; Cyciodextrinderivate; Saccharide, wie z. B. Di- und 
Polysaccharide; Aminozucker; Aminosauren; Detergenzien oder Carbonsauren sowie deren Gemische. 

Es hat sich gezeigt daB der erste Homogenisierungsschritt (Bildung der W/O-Emulsion) offensichtlich fur die 
Bildung von Polypeptid-Aggregaten besonders verantwortlich zu sein scheint ErfindunpgemaB wurde deshalb 
die Dispergierzeit von 60 auf 30 Sekunden verkurzt, als Homogenisator ein Ultra-Turrax eingesetzt und das 35 
Voiumenverhaltnis Wasser/organische Phase {bevorzugt Dichlormethan) von 5 auf 20% erhoht Vorzugsweise 
wird im ersten Homogenisierungsschritt zweimal etwa 30 Sekunden, mit einer Pause von etwa 30 Sekunden, 
disper£^ert Besonders vorteilhaft wird einmal etwa 30 Sekunden iang dispergiert Dxirch diese Modifizierung der 
Herstellungsbedingungen konnte eine leichte Abnahme des Aggregatanteils erreicht werdea 

Das Voiumenverhaltnis Wasser/organische Phase von 20-25% (3—4 Telle organisches Ldsui^smittel/l Teil 40 
Wasser) ermoglicht auBerdem das Embringen einer grdBeren Menge von Zuschlagstoffen in die innere waBrige 
Phase. 

Die erfindungsgemaBen Mikropartikel besitzen iiberraschenderweise auch einen auBerst geringen Restlo- 
sungsmittelgehalt Die mit ABA-Polymer hergestellten Mikropartikel enthalten weniger als 1%, vorzugsweise 
weniger als 0,1%, insbesondere weniger als 0,01% Resdosungsmittel, wie z. B. Dichlormethan. Offensichtlich 45 
wurde durch die gewahlten ProzeBparameter eine nahezu vollstandige Entf emung des Dichlormethans aus den 
entstehenden Mikropartikehi erreicht was vor allem auf das gunstige Vohmien- Verhaltnis der organischen zur 
auBeren wiBrigen Phase zuriickzufQhren ist 

Um den EinfluB von Restwasser auf die Proteinstabilitat auszuschlieBen, wurde auch der Restwasseii;ehalt in 
den Mikropartikehi bestimmt Der ermittelte Wassergehalt von 0,2% zeigte, daB der Wasseranteil der eingesetz- 50 
ten inneren waBrigen Phase fast vollstandig entf emt werden konnte. 

Untersuchungen zur Lageretabilitat der erfindungsgemaBen Mikropartikel haben gezeigt daB diese minde- 
stens 2 Monate bei Raumtemperatur (20— 25'*C) lagerstabil sind und keine Veranderungen hmsichtlich der 
Aggregat-Bildung und dem Freisetzungsverhalten auftreten. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Verwendung von pharmazeutischen Zuschlagstoffen ausgewahlt 55 
aus der Gruppe Serumproteine, Polyaminosauren; Cyclodextrine; Cyciodextrinderivate; Saccharide; Aminozuk- 
ker; Aminosauren; Detergenzien sowie Gemische dieser Zuschlagsstoffe zur Vermeidung der Aggregatbildung 
von aggregationsempHndlichen Polypeptiden bd der Herstellung von Pdypeptid-enthaltenden MikropartikehL 

In den f olgenden Ausfuhrungsbeispielen wird die Erfindung naher erlautert, ohne sie darauf zu beschrankea 

60 

Beispiel 1 

Verfahren zur Herstellung von Mikropartikein enthaltend EPO (W/O/W-Methode) 

Em D,L-PLGA- Polymer (LA : GA = 50 : 50; RG503) wurde von Boehringer Ingelheim bezogen und ein ABA- es 
Copolymer (LA : GA : PEG=50 : 12 :38) wurde wie in "Journal of Controlled Release 27 1993 247-257" be- 
schrieben, hergestellt 

Es wurde je eine Losung aus dem D J.-PLGA- und ABA-Block-Polymer in Dichlormethan hergestellt uidem 
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700 mg des Polymers in 2^ ml Dlchlormethan geldst wurden. 3^ mg EPO (in 0^ ml Natrium-Phosphat-Puffer, 
pH 7,4) werden je nach Bedarf mit Zuschlagsstoffen (1%— 20 Gew.% bezogen auf die Gesaratmikropartikel- 
menge) versetzt und mlt Wasser auf 03 ml Endvolumen auf gefuUt 

Die waBrige EPO-Losung wird zur Polymerldsung gegeben und mit Hilfe eines Ultra-Turrax (30 Sekunden, 
30s Pause, emeut 30s, 20— 24°Q 20.000 U) eine W/O-Emulsion hergestellt AnschfieBend wird die W/O-Emulsion 
durch Einspritzen in 300 ml waBrige 0,1% PVA-L5simg mit Hilfe eines Ultra-Turrax bei 8000 U/min fur 30 
Sekunden dispergiert (Herstellung einer W/O/W -Tripelemulsion). 

Die W/O/W-Emulsion wird zur Verdunstung der organischen Dichlormethanphase fur 2 bis 3 Stunden bei 
Raumtemperatur mit Hilfe eines Flugelriihrers geriihrt (solvent evaporation). Die gebildeten und geharteten MP 
werden durdi Abnutschen isoliert, zweimal mit je 200 ml Wasser gewaschen und lyophilisiert Die Mikropartikel 
werden in einem Exsikkator fiber Blaugel bei 4** C — 8*" C gelagert 

Beispiel2 

Stabifisierung von EPO-haltigen Mikropartikeln 

Es wurden nach herkommlichen Methoden, wie in Beispiel 1 beschrieben, Mikropartikel hergestellt, wobei 
unterschiedliche Zuschlagsstoffe in unterschiedlichen Mengen, bezogen auf die Gesamtmikropartikelmenge, 
eingesetzt wurden. 

Die Aggregatbildung des Wirkstoffes EPO wurde anschlieBend mittels SDS^PAGE nach der Extraktion von 
EPO aus den Mikropartikeln (a) oder der Solvatadon der Mikropartikel in DMSO oder DMSO/DMF-Gemisch 
(30 : 70) (b) folgendermaBen bestinunt: 

a) 10 mg MP wurden in 300 ml CH2CI2 gelOst und EPO durch Zugabe von 700 ml Aceton ausgefallt Das 
EPO-Prazipitat wurde abzentrifugiert, 2x mit 1 ml CHaCb/Aceton-Gemisch (1 : 3) gewaschen und anschlie- 
Bend in der speed vac getrocknet Der Niederschlag wurde in Probenpuffer fur SDS-PAGE geldst, auf ein 
12,5 Oder 15%-iges SDS-Gel geladen und einer Elektrophorese unterzogea 

b) 10 mg MP wurden in 200 jU DMSO/DMF (30 : 70) geldst 25 jil (entspricht ca. 5 ng EPO) wurden direkt 
auf ein 15%-iges SDS-Gel geladen und einer Elektrophorese unterzogen. 

Nach AbscMuB der Elektrophorese wurden die Gele entweder: 

aa) mit Coomassie angefarbt und mittels eines Laserscanners densitometrisch vermessen, oder 

bb) auf Nitrocellulose geblottet, mittels eines EPO-speziHschen Antikdrpers die EPO-haltigen Banden 

angefarbt und mittels eines Laserscanners densitometrisch vermessen. 

Es zeigte sich, daB in ABA-Mikropartikehi (LA : GA : PEG = 50 : 12 : 38) der EPO-Gesamt-Aggregat-Anteil 
von ca. 15—30% duich den EinschluB von BSA auf unter 1% verringert werden konnte. Weiterhin zeigten 
Poly-L-Arginin bzw. Poly-L-Histidin, auch in Kombination mit Dextran 40.000 eine deutliche Aggregat-reduzle- 
rende Wlrkung, Diese Zuschlagstoffe wurden in einer Menge von 1 bis 10 Gew -% bezogen auf die Gesamtmi- 
kropartikelmenge, eingesetzt (vgL Tabelle 1). 

Auch in EPO-PLGA-Mikropartikeln wird durch Zuschlagstoffe eine Aggregat-Reduzierung erreicht Hier 
erwiesen sich insbesondere BSA und p-Hydroxy-Propyi-Cyclodextrin ais auBerst wirkungsvoll (Aggregatanteil 
unter 1%) (vgL Tabelle 2). In den Mikropartikeln mit PEG als Zuschlagstoff wurde dagegen ein Anstieg des 
Aggregatanteils festgestellt Daneben wurde bei PEG bzw. Pluronic F127 haltigen Mikropartikeln mit minde- 
stens 4% Hilfsstoffanteil ein vermehrtes Auf treten deformierter Mikropartikel beobachtet 
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Tabelle 1 

Zuschlagstoff e und ihr EinfluB auf die Aggregat-SStuation 

5 



ZuschlagsstofF 


% WW 

vom Gesamt- 
partikel 


t 
i 


Aggregation 

edioht 
= unverandeit 
= emiediigt 


10 


ohne 








bovines Senimalbmnin 


5 




15 


bovines Seruinalbumin 


10 


m 




Dectran 40.000 


5 


ir 




Dextran 20.000 


5 




20 


Poly-L-Ar^nin 


1-5 


Ur 




PoIy-L-IBstidin 


1-5 


U 




Poly-L-Arginin 


2,5 






25 


B-Hvdro3cvnroovl-Cvclodextriii 


2,5 








nesrtran 40 000 


2 5 




u 


30 


6-Hvdroxvnronvl-Cvclodextrin 


25 








I'niv-T ^ Arcrififn 


1-5 




U 




Dextran 40 000 


5 






35 


Polv-L-iBstidm 


1-5 




U 




Dextran 40.000 


5 








B-Hydroxypropyl-Cyclodextrin 


5-15 


I 


40 


Ar^nin 


5 






Benzoesaure 


10 




45 


Tween 20 


0,5 


J. 


PluromcF68 


0,5 


i 




PluronicF127 


0,5 


i 


50 


Zum Verddch: 


A 




Tt 




100 mM Na-Phosphat 


15 






55 



60 
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Tabelle 2 

Zuschlagstoffe und ihr Einflufi auf die Aggregat-Situation in PLGA-Mikropartikeln 



Zuschlagsstoff 


% WW 

vom Gesamt- 
partikel 


As&recation 
T = erhoht 
- = unverand^t 
X =: emiedrifft 


initialer Burst 
[%] 


BSA 


5 


44 


40 


BSA 


10 


11 


40 


CD 


5 


11 


30 


CD 


10 


11 


40 


CD 




1 J 




CD/PEG 1 0 000 




1 




CD/PIiirontr 


-7/ J 


J 


o 


CDA'rehalose 


5/5 


1 




Dejctran 40 000 


5 


i 


10 


D40/Polv-fLVArfiinin 


5/1 


1 
NT 


nb 


Arginin 




i 
NT 


15 


Arginin 


48 




18 


PEG 1.550 


0,43 




12 


PEG 1.550 


4,3 


t 


1.3 


PEG 10.000 


10 


t 


0,6 


PEG 35.000 


10 


t 


n.b. 


Pluronic F127 


10 




20 



lub. : mcht bestimmt 

Beispiel3 

HnfiuB von Zuschlagstoffen auf die Freisetzung von EPO aus PLGA-Mikropartikeln 

Es wurden Mikropartikel auf Basis von D,L-PLGA-Polymeren (RG503, MG= 40 000; LA :GA=50 :50; 
Polydispersitat 2,4) mit einem Wirkstof fgehalt von EPO von 0^% (bezogen auf die Gesamtmikropartikelmenge) 
gemaB Beispiel 1 hergestellt» wobei bei der Herstellung unterschiedliche Zuschlagsstoffe (% w/w bezogen auf 
die Gesamtmikropartikelmenge) eingesetzt wurden. 

Die Bestimmung der Freisetzungsrate (in % der verkapselten Wirkstoffmenge/pro Tag) erfolgte folgender- 
maBen: 

Jeweils 15 mg Mikropartikel wurden in 2 mi EppendorfgefaBen eingewogen und mit 1^ ml PBS-Puffer und 
0,01% Tween 20, pH 7,4 versetzL Diese Rohrchen wurden in einem auf 37** C thermostatierten, rotierenden 
Metallblock (Rotatherm, Fa. Liebisch, 30 U/Min.) gestellt Nach den vorgegebenen Probenahmezeiten wurden 
die Proben gezogen und das verbleibende Freigabemedium jeweils vollstandig durch neues Medium ausge- 
tauscht Es wurden die Freisetzungsraten fur folgende Mikropartikel bestimmt: 
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Tabelle 3 

In-vitro-Freisetzimg von EPO aus PLGA(50 : 50)-Mikropartikeln 
Freisetzung in %/Tag (bezogen auf die in den MP vorhandene EPO-Gesamtmenge) 



Tag: 

Zuscniagsston 


I 


2 




7 


11 


14 


18 


21 


25 


29 


ohne 


29 




















10 % BSA 






















10%HPCD 


36 




















5%Arg 


19 


0,1 


0,05 
















5 % Dextr 40 


9,2 


0,2 


















5 % Dexlr 40 
I % Polyarg 


5,7 


0,3 



















10 



15 



20 



Dextr 40: Dextran 40.000 

Polyarg: Polyai^nin 

Arg: Arginm 

HPCD: 13-Hydroxypropyl-CycIodextrin 

BSA: bo^dnes Serumklbuimn 



25 



30 



Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, daB in PLGA-Mikropartikeln unabhangig von den Zusatzstoffen die 
EPO-Freisetzung nur maximal 24—36 Stunden andauert und dann keine weitere kontinuierliche Freisetzung 
erfoigt Durch die Zuscfalagstoffe wird lediglich die Hofae des initiaien Burst veranderL Eine protahierte Freigabe 3S 
des EPO komite mit den ZuschlagstofiFen nicht erreicht werden. 

Beispiel4 

EinfluB von Zuschlagstoff en auf die Freisetzung von EPO aus ABA-Mikropartikeln 40 

Es wurden Mikropartikel auf Basis von ABA-Triblock-Copolymeren mit LA : GA : PEG=57 : 1 1 : 32 (Poly- 
mer A) und LA:GA:PEG=50:12:38 (Polymer B) mit emem Wirkstoffgefaalt von EK) von jeweils 
0^ Gew.-% (bezogen auf die Gesamtmikropartikelmenge) gemaB Beispiel 1 hergesteilt, wobei unterschiedliche 
Zuschlagsstoffe (% w/w bezogen auf die Gesamtrailcropartikelmenge) eingesetzt wurden. Die Bestimmung der 45 
Freisetzungsraten wurde wie in Beispiel 3 beschrieben durchgefuhrt Die Ergebnisse sind in Tabelle 4A zusam- 
mengefaBt Die Polymere A und B waren hinsichtlich des Freisetzungsverhaitens des Wirkstoffes quaiitativ 
weitgehend vergieichbar. 



55 



60 



£5 
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Tabelle 4A 

In-vitro-Freisetzung von EPO aus AB A-Mikropartikeln (bei 03% Beladungsgrad) 
Freisetzung in % / Tag (bezogen auf cQe in den MP vorhandene EPO-Gesamtmenge) 



Tag: 

Zuschlagsstofr 


I 


2 


3 


7 


11 


14 


18 


21 


25 


29 


ohne 


12,7 


1,8 


0,5 


0,26 


0,02 


- 


- 


- 


- 


- 


S%BSA 


4.6 


1,6 


0,5 


0,4 


0,12 


0,06 


0,07 


0,04 


0,03 


0,04 


10%BSA 


3.7 


1,6 


0,4 


0,4 


0,25 


0,14 


0,11 


0,08 


0,04 


0,04 


5 % Dectr 40 


9.0 


1,1 


n.d. 


0,85 


0,3 


0,22 


0,1 








5 % Dextr 40 
1 % Poiyarg 


17,0 


3,0 


n.d. 


2,8 


1,3 


0,34 


0,17 








10% Benzoesaure* 


18,4 


3,9 


3,4 


2,5 


1,3 


0,7 


0,2 


0,1 






10 % HPCD 


23,2 


3,1 


2,0 


1,2 


0,5 


0,12 


0,07 








5 % Ars 


38 


4.5 


3,5 


0,7 


0,3 


0,03 


0,02 









Dextr 40: Dextran 40 000 

Poiyarg: Polyarginin 

Arg: Arginin 

HPCD: B-Hydroxypropyl-Cyclodextrin 

BSA: bovines Serumalbumin 

n.d. nicht bestimmt 

Zuschlagstoff in die Polymerphase gegeben 



Aus Tabelle 4A wird deudich, daB im Gegensatz zu den PLGA-Mikropartikeln bei den ABA-Mikropartikeln 
cine kontinuierliche Freisetzung von EPO bis beispielsweise zum 29. Tag erzielt werden kann, insbesondere bei 
der Verwendung von BSA als Zuschlagsstoff. 

Vergleicht man die in vitro-Freisetzung von EPO aus PLGA (50 : 50)-Mikropartikeln und ABA-Mikroparti- 
keln verschiedener Monomerzusammensetzungen mit einem Wirkstoflgehalt von 0^% bzw. 3,4% — jeweils 
ohne Zusatzstoff e — so wird die Oberiegenheit der erRndungsgemaBen ABA-Mikropartikel deudich: 
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Tabelle 4B 

Vergleich der In-vitro-Freisetzung von EPO aus PLGA- and ABA-Mikropartikeln mit unterschiedllchen 
Monomerzusetzungen bzw. unterschiedfidiem Beladungsgrad ohne weitere Zusatzstoffe 

Freisetzung in % / Tag (bezogen auf die in den MP vorhandene EPO-Gesamtmenge) 



Tag: 

MP aus Polymer 

Beladungsgrad (in %) 


1 


2 


3 


7 


11 


14 


18 


21 


25 


29 


PLGA (50:50) (0,5%) 


29 




















ABA (57: 11:32) (0,5%) 


12,7 


1,8 


0,5 


0,26 


0,02 












ABA (5 1:16:33) (0,5%) 


31 


n.b. 


1,6 


0,7 


0,4 


0,1 










ABA (46:22:32) (0,5%) 


15 


n.b. 


3,2 


1,0 


0,5 


0,2 


0,1 








ABA (51:16:33) (3,4%) 


11,7 


2,2 


1,8 


0,8 


0,2 


0,17 


0,2 


0,2 


0,13 


0,1 



iLb. = nicht bestimmt 



Aus der Tabelle 4B ist zu entnehmen, daB bei geiingem Beladungsgrad (0^%) die Freisetzung aus ABA-Mi- 
kropartikeln auf 1 1 — 18 Tage begrenzt ist, wenn keine Zuschlagsstoffe zugesetzt werden. Im Fafle der ABA-Tri- 
block-Copolynieren ist im Verhaltnis zu den PLGA-Mikropartikeln bei gleichem Beladungsgrad eine verlanger- 
te Freisetzungsdauer festzusteilen. Die Freisetzungsdauer verlangert sich bei einem hdheren Gehalt von GA im 
ABA-Triblock-Copoiymeren (s-o. langere Freisetzung bei stefeendem Gehalt von GA von 11, 16 fazw. 
22Gew.-%). 

Beispiel 5 

In der folgenden Tabelle 5 werden die chemischen und physikalisciien Eigenschaf ten einiger ABA-Blockpoly- 
mere in einer Obersicht zusammengestellt 

TabeOe 5 

Obersicht der verwendeten AB A-Triblock-Copolymere 



Chatge 


LA/GA/PEG 


MW 


Tg 


Polydispersitat 




% 


pal 


rci 




1 


64/13/23 


25.000 


47.9 


3.1 


2 


57/1 1/32 


19.000 


46.3 


2.5 


3 


50/12/38 


20.000 


46.1 


2.3 


4 


45/9/46 


17.000 


42.1 


2.8 


5 


36/35/29 


16.400 


35.3 


6.8 


6 


46/22/32 


16.700 


45.1 


5.4 


7 


42/28/30 


17.200 


31.1 


8.4 


S 


51/16/33 


18.500 


47.9 


4.6 


9 


40/20/40 


13.500 


23.7 


5.2 



Die aus den in Tab. 5 angegebenen ABA-Triblock-Copolymere hergestellten EPO-haltigen MP wesen Glas- 
ubergangstemperaturen (Tg) im Bereich von 27— 45**C auf, Damit ist eine lang£ristige stabile Lagerung der MP 
im Kuhlschrank (4—8'' C) moglich. 
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Abkurzungsverzeichnis: 
MP: Mikropartikel 

PLGA: Copolymer aus Milchsaure iind Glykoisaure 

LA: Milchsaure (lactic acid) 

GA: Glykolsiure (glycolic acid) 

ABA:Tripel*Blockcopolymere aus A- und B-Block 

A-Block: Copolymer aus Milch- und Glykoisaure 

B-Block: Polyethylenglykol (PEG) 

BSA: bovines Senimalbumin 

HSA: humanes Serumalbumin 

PVA: Polyvinylalkohol 

D40:Dextran40000 

PatentansprO^che 

1. Pharmazeutische Darreichungsformen in Form von Mikropardkehi bestehend aus einer einen Wirkstoff 
enthaltenden Polymermatrix, wobei das Polymer ein ABA-Triblock-Copolymer ist, dessen A-BIock ein 
Copolymer aus Milch- und Glykoisaure und dessen B-Block eine Polyethylenglykol-Kette darstellt,gekeim- 
zeichnet dadurch» daB der Wirkstoff ein aggregationsempfindliches Polypeptid ist und die Mikropartikel 
Zuschlagstoffe enthalten, die ausgewahlt sind aus der Gruppe Serumproteine, Polyaminosauren, Cyclodex- 
trine; Cyclodextrinderivate; Saccharide; Aminozucker; Aminosaiu*en; Detergenzien oder Carbonsauren 
sowie Gemische dieser Zuschlagstoffe. 

2. Pharmazeutische Darreichungsformen gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Zuschlag- 
stoffe ausgewihit sind aus der Gruppe Serumalbumin; Polyaminosauren; Aminosauren; Saccharide; Cy- 
clodextrinderivate und Detergenzien. 

3. Pharmazeutische Darreichungsformen gemaB Anspruch U dadurch gekennzeichnet, daB die Sluschlag- 
stoffe ausgewahlt sind aus Gemischen von Dextranen und Polyaminosauren; Gemischen aus Qydodextri- 
nen oder Cyclodextrinderivaten mit Aminosauren; Gemischen von Cyclodextrin oder Cyclodextrinderiva- 
ten mit Polyaminosauren; Gemischen von Cyclodextrinen oder Cyclodextrinderivaten mit Dextranen; oder 
aus Gemischen von Dextranen mit Aminosauren. 

4. Pharmazeutische Darreichungsformen gemaB einem der Anspniche 1—3, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Zuschlagstoffe in der Polymerphase Carbonsauren enthalten sind. 

5. Darreichungsformen gemafi einem der Anspniche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet daB das ABA-Block- 
polymer ein Molekulargewicht zwischen 5.000 bis 50.000 Dalton* vorzugsweise zwischen 10.000 bis 30.000, 
aufWeist und eine Polydispersitat von 1,1 bis 8A vorzugsweise von 1,5 bis 5,5 besitzt 

6. Darreichungsformen gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB der Polyethylen- 
glykolanteil im ABA-Copolymer zwischen 20 bis 50Gew.-%, bezogen auf die gesamte Polymermenge, 
vorzugsweise zwischen 30 bis 40 Grew.-% liegt 

7. Darreichungsformen gemaB einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Verfaaltnis 
von Milchsaure zu Glykoisaure im ABA-Copolymer zwischen 1 : 1 bis 5 : 1 liegt, vorzugsweise zwischen 
1,5: Ibis 4,5:1. 

8. Darreichimgsformen gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Verh§ltnis von Milchsaure zu 
Glykoisaure etwa 4 : 1, vorzugsweise 2 : 1 betragt 

9. Darreichungsformen gemaB einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Zuschlagstof- 
fe in einer Menge von 0,5 bis 40 Gew.-% bezogen auf die Gesamtmikropartikelmenge, vorzugsweise von 
1 — ^30 Gew.%, enthalten sind. 

10. Darreichungsformen gemaB emem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet daB sie als Polyami- 
nosauren Polyarginin oder Polyhistidin, insbesondere Poly-L-Argimn oder Poly-L-Histidin, enthalten, als 
Aminosauren Arginin, Glycia Phenylalanin, Glutaminsaure oder Lysin enthalten, als Saccharide, Trehalose, 
Saccharose, Maltose, Starke, Maltodextrine, Raffinose, Alginat, Dextrane enthalten, als Aminozucker Chito- 
san oder als Detergenzien Tween 20®, Tween®, Pluronic® oder Miglyol® enthalten- 

11. Darreichungsformen gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet daB sie als Dextrane solche rait 
einem Molekulargewicht zwischen 20.000 und 60.000, vorzugsweise 40.000, enthalteiL 

12. Darreichungsformen gemaB einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB sie als Zu- 
schlagstoffe Gemische aus Dextranen mit Polyarginin oder Polyhistidin enthalten, vorzugsweise Gembche 
aus Dextran 40.000 mit Poly-L-Arginin oder Gemische aus Dextran 40.000 mit Poly-L-HisticKn. 

13. Darreichungsformen gemaB einem der Anspruche 1—9, dadurch gekennzefehnet, daB sie als Zuschlag- 
stoffe Serumproteine enAalten, vorzugsweise bovines oder humanes Serumalbumia 

14. Darreichungsformen gemaB einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB der Polypeptid- 
gehah in den Mikropartikeln zwischen 0,01% bis zu 5 Gew.-%, bezogen auf die Gesamtmikropartikelmen- 
ge, vorzugsweise zwischen 0,01 % bis zu 3 Gew.-% betragt 

15. Darreichungsformen gemaB einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB sie Erythro- 
poietin als Polypeptid enthalten. 

16. Verfahren zur Herstellung von Polypeptid-enthaltenden Mikropartikeln mit Hilfe des Tripelemulsions- 
verfahrens, umfassend die Schritte: 

a) Losen eines ABA-Tribk>ck-Copolymeren, dessen A-Block ein Copolymer aus Milch- und Glykoisau- 
re ist und dessen B-Biock eine Polyethylenglykol-Kette darstelit, in einem organischen, nicht mit 
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Wasser mischbaren Ldsungsmittel, gegebenenfalls unter Zusatz einer Carbonsaure; 

b) Zugabe einer Losung oder einer Suspension eines Polypeptides, wobei <^e Losung oder Suspension 
weitere Zuschlagstoffe enthait, die ausgewahlt sind aus der Gruppe Serumproteine, Polyaminosauren; 
Cydodextrine Cyclodextrinderivate; Saccharide; Aminozucker; Aminosauren, Detergenzien sowie 
Gemische dieser Zuschlagstoffe, und Herstellung einer W/O-Emulsion in einem ersten Homogenisie- 5 
rungsschritt; 

c) Herstellen einer W/O/W-Emulsion in einem zwdten Homogenisierungsschritt durch Dispersion der 
erhaltenen W/O-Emulsion in einer Stabilisator-haitigen waBrigen ILosung; und 

d) Verdunsten des Losungsmittels und anschlieBender Isolierung der MikropartikeL 

17. Verfahren nach Ansprucii 16, dadurch gekennzeichnet, dafi im ersten Homogenisierungsschritt als lo 
Homogenisator ein Ultra-Turrax eingesetzt wird und einmal 30 Sekunden oder zweimal 30 Sekunden, mit 
einer Pause von 30 Sekunden dazwischen, dispergiert wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 16 oder 1 7, dadurch gekennzeichnet, daB ein Volumenverhaltnis Wasser/orga- 
nische Phase von 20—25% gewahit winL 

19. Verwendung von pharmazeutischen Zuschlagstoffen ausgewahlt aus der Gruppe Serumproteine, Polya- 15 
minosauren; Cyciodejrtrine; Saccharide; Aminozucker; Aminosauren; DetergeiKzien oder Carbonsauren 
sowie Gemische dieser Zuschlagsstoffe zur Vermeidung der Aggregatbildung v<m aggregationsempfindli- 
cfaen Polypeptiden bei der Herstellung von Polypeptid enthaltenden Mikropardkein. 
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